CAPITOL V

DETERMINACIO CINETICA DE MESCLES QUATERNARIES DE
SULFONAMIDESPERREACCIOAMB 3-METIL-2-BENZOTIAZOLONA
HIDRAZONA

V.1. OBJECTIU

En aguest capitol es desenvolupa un metode cinetico-espectrofotometric per al’ andis simultani
de quatre sulfonamdes el aulfatiazol (SFT), lasulfadiazina (SDZ), lasulfamerazina (SMRZ) i la
sulfametazina (SMTZ), les quals sovint s utilitzen conjuntament en preparacions comercids. El
metode utilitza lareaccio de azo-copulacio oxidativaquetélloc entre aquestes sulfonamidesi la
3-metil-2-benzotiazolona hidrazona (MBTH) en presencia de Fe(l11) com agert oxidarnt.

El treball presentat en aquest capitol es troba dividit en dues parts ben diferenciades:

Laprimerapart té com aobjectiu establir les condicions experimental s mésidonies, les
quals permetin una adequada discriminacio epectrd i cinéticaentre es productes formats. Amb
aquesta finalitat es redlitza un disseny experimental, on s estudia el comportament de cada

sulfonamida per separat sota les variables considerades més influents.

Lasegona part continuaamb € regisrecingtici € tractament delesdades per mitja de
la gplicacio de técniques de caibracio multivariables, tas com laregress6 Parcid per Minims
Quadrats (PLS), la regressié Parcia per Minims Quadrats Multi Via (nPLS) i les Xarxes
Neuronals Artificials (ANNS).
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V.2. INTRODUCCIO

L essulfonamidescongtitueixen unafamiliaimportant de compostos antibact ericides, ampliament
estesa en la practica humana, particularment en pacients aérgics als antibiotics, i especiament
utilitzadaen el camp de lainddstria veterinaria pel tractament d’ infeccions urinaries

Pero curiosament i malgrat ser especi esestr ucturalment i farmacologicament molt similars,
degut tant a la seva baixa solubilitat com a la dels seus derivats acetilats, frequentment
S administren conjuntament en preparacions que sOn mescles hinaries o ternaries de diferent
contingut i composicid. La combinacio de varies sulfonamides redueix la incidéncia d aquest
problema, jaque cadacompost ingerit com una part de ladosi total, actua independentment des
del punt de vista de solubilitat. Com a consequiéncia, forces combinacions de sulfonamides es
troben disponiblescomaproductescomercids, i per tant ésimportant desenvolupar mé odesamb
els quals espugu determinar el seu contingut.

A labibliografia s’ exposen nombrosos métodes analitics per la seva determinadé en un
ampli ventall de mostres. General ment estracten de metodes cromatografics, jasigui en capa fina
(TLC),gasos(GC), amb osensederivatitzacio previa ocromatografialiquidad devadaresolucio
(HPLC) [Turczan, 1968; Nose, 1976; Poet, 1973; Jen, 1998; Stoev, 2000]. Actuament, els
metodes que es troben referenciats a la bibliografia amb major frequiéncia per la determinad 6 de
mescles de sulfonamides en presencia de matriuscomplexes, son el s basats amb HPL C combinada
moltes vegades amb espectrometria de masses (MS) [Porter, 1994], i en técniques relacionades
com ara la cromatografia de fluids supercritics (SFC) [Perking 1991] i electroforesi capilar
(CE)[Ng, 1993, Niessen, 1998].

Alguns métodes espect roscopicstambé han estat descrits, i aixitrobem metodes basats en
lamesuradels espectresUV delessulfonamides, delsespectresUV-Visibleo fluorescent dels seus
derivats quimics [EI-Kommos, 1988; Sterling, 1974, Mahadero, 1992al, i inclis dels espectres
induits fotoquimicament [Mahedero 1992b]. Ara bé, a causa de la similitud espectral existent en
cadaunadelespropostes, durant molt detempsaquests metodess hanredringit aladeterminacié
individual i del contingut total de sulfonamidesen diverses mostres [Bratton i Marshall, 1939;
Sdlinas, 1990]. S'han dut a terme algunes temptatives enfocades a tractament de les dades

espectroscopiques, a fi de fer possible I'andlis de mescles. D’una banda, s han assolit bons
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resu tasper aplicaci 6 detécniquesdederivada, sobreles dades espectroscopi quesobtingudesamb
agunsdd sprocedi mentsanteriorment esmentats| Sinchez-Pefia, 1995]. Aquestsmetodesresulten
ser una bona eina per la seva gran sinplicitat, no obstant aixo, es troben forca limitats al nombre
d’ especies que son capagos de resoldre. D’ altra banda, I’ gplicacié de lestécniques de calibracid
multivariable, ha permeslaresoluci6 de mescles més complexes per mitja d’ alguns dels metodes
abans Unicament utilitzats per I’ andisi individud. Aixi s han resolt mescles quaternariesper mitja
del regigtredels espectres UV [Espinosa Mansilla, 1996] i mescles binaries apartir dels espectres
fluorescentsinduits fotoquimicament [Sanchez Pefia, 1994 . Entots aquedstrebdls, latecnicade
cdibracié multivariableutilitzadahaedat laregresso Pardd per MinimsQuadrats(PLS). També

S ha descrit un metode polarografic [Galeano Diaz, 1996] per laresolucid de mescles ternaries.

S M
-y = 4D
N M=
CH, CH,
N
SMRZ 4<f B SMTZ 4<f“ R
N= M=
CH,
Esquema 5.1

En aquest capitol esposa apunt un procedimert per I'analisi de mescles de sulfatiazol
(SFT), sulfadiazina (SDZ), sulfamerazina (SMRZ) i ulfametazina (SMTZ) (esquema 5.1), les
qualstenen unaestructuramolt propera, basat en el registreenfuncio del temps delavariacio dds
espectres d absorbancia dels derivats quimics de la azo-copulacié oxidativa amb MBTH en
presenciadeFe(l 1), i laposterior gplicacid ddsmet odesdecalibracid multivaridble. Els espectres
dels productes derivats d'aquesta reaccié mostren gran dependéncia amb el pH del medi de
reaccio, i presenten maxims d’ albsorbanciaalaregio del visible.
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El procés cinetic que es segueix és forca complicat i molt depenent de les condicions
experimentals i malgrat el reactiu es posi en exces, |’ordre de reaccid seguit no és e de
pseudoprimer ordre esperat inicialment, com a conseqiiencia de processos laterals que €l
consumeixen. Td i com es comprovaen laposta a punt del metode, la descomposicié dd reectiu
és el procés cinéticament predominant a totes les temperatures i és especidment molt rapid a
temperatures altes. Un dtre fet no esperat ésl’exiséncia detemps d'induccio per algunes de les
espécies analitzades, a mesura que augmenta |I’acidesa ddl medi de reaccio. Aixi, € sistema que
s aborda estroba subjecte a fortes no-linealitats. A la complexitat del mecanisme s afegeix €l fet
gue per parellesde sulfonamides, tant el comportament cinetic com els espectres dels productes
sénmolt semblants. D’ una bandatenim que existei xen poques diferénciesenel senyal regidrat per
laparellasulfatiazol -sulfadiazina, i el mateix passaper laparellasulfamerazina-sulfametazina. Aixo
fa que sigui molt interessant la realitzacio d’ un estudi en profunditat de les condicions que més
influeixen en & procés, per ta d'establir la situaci6 més idonia, que permeti una mgjor
discriminad 6 dnetica i espectrd entreels azo-colorants formats. Un cop assolit aguest punt, es
procedeix al registre cinetic d’ un conjunt de mescles de sulf onamides preparades al laboratori, per
tal de preparar la calibracié del dstema. S estudien i es comparen tant la regressio Parcial per
Minims Quadrats (PLS), laregressié Parcia pa Minims Quadrats Multi Via (nPLS), com les
XarxesNeuronals Artificials (ANNS).

Finament Saplica el metode proposat a la quantificacié d’ aguestes sulfonamides en

diferentsmost res comerciadsd’ Usveterinari, contrastant el sresultats ambel s obtinguts per HPLC.
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V.3. EXPERIMENTAL

V.3.1. REACTIUS | DISSOLUCIONS

Es preparen dissolucions estoc en 0,5 M HCI de les diferents sulfonamides pures (Sigma) per
pesada directa (Sulfaiazol (SFT) 3,75x10° M; sulfadiazina (SDZ) 3,75%x10° M; sulfamerazina
(SMRZ) 1,88x10°*M ; i sulfametazina(SMTZ) 4,13 x10°M). Un cop preparades es protegeixen
delallumi es guarden a4-5 °C alanevera. En aguestes condicions, les dissolucions poden ser
utilitzades durart dos dies. A partir de les dissolucions anteriors, es construeix el conjunt de
mesdes per alareditzacié dels models de calibracio. Per tal de portar aterme la seleccié de les
condicionsexperimental s, espreparen dissol ucionspures 1,25x10*M de cadasulfonamidaen HCI
0,1 M.

Espreparadiariament unadissoluci estoc 0,0250 M del reactiu 3- metil-2-benzotiazolona
hidrazona (MBTH) (Aldrich) per pesada directa.

Quant al’ agent oxidant, espreparaunadissoluci6 0,15 M de Fe(111) enHCI 1,5 M, a partir
del Fe(NH,)(SO,),.12H,0 (Merck). Per tal de portar a terme la seleccié de les condicions
experimentals es preparen dissolucions 0,05 M, 0,10 M i 0,15 M de Fe(l11) en HCI 0,2 M.

Es preparaHCI 50M per dilucié de I'acid clorhidric concertrat (Panreac).

Totselsreactiusques utilitzen son de grau anal itic, i totes|es dissol ucions son preparades
amb aigua bidegtil lada.

S analitzen dues disolucions comercials de sulfonamides d Us veterinari, Cocciteber®-N
(Hoechst-Roussel Veterinaria A.l.E. Barcelona, Espanya) de composicio hominal 50, 30 i 120
mg/mlen SFT, SMRZ i SMTZ, respectivament, i GranadilSulfa® (Indudrial Veterinaria, SA.,
Barcelona, Espanya), de 100, 50 i 50 mg/ml en SFT, SDZ i SMRZ, regpectivament.

V.3.2. PROCEDIMENT CINETIC D' ANALISI
Lesdiferents dissolucions, s afegeixen directament alacel laespect rofotometricamitjancant I’ Gs
de micropipetes. El procediment que es segueix consisteix en afegir a la cubeta en primer lloc 1

ml de dissolucié de MBTH, i seguidament 1 ml de cada una de les mescles de sulfonamides. A
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continuaci6,lacubetaes ol loca al’ espectrofotometre, mantenint latemperaturaa 25,0 £ 0,1 °C,
| deshores Sinicial’ agitacio. Després d'uns mirnuts, es registral’ espectre dereferenciai llavors
comencalareaccio per I’ addicio, jaen dltimlloc, de 0,5 ml deladissolucio de Fe(l11). Tot seguit,
siniciael regidredelacindicaals 15 ssgonsdel’ addicio delaprimeragotade reactiu, temps que
s agafa com atemps inicial de reaccié. Tant latemperatura com I’ agitacié es manté constant
durant tot €l regigre cinétic. Laconcertracio final de MBTH és de1,00x10?% M, la concentracio
pel sulfatiazol, la sulfadiazina, la sulfamerazina i la sulfametazina es troba compresa entre (0-
3,00)x10*M, (0-3,00)x10*M, (0-1,30)x10“M, i (0-2,86)x10"*M, respectivament, laconcentracié
de Fe(l11) ésde 3,0x102 M, i la concentraci6 d' &cid clorhidric del medi de 0,5 M.

L’ espectre del sigema reaccionant es regstraaintervals de 2 nm en € rang de longituds
d ona de 500-750 nm, i aintervals de 20 segonsdurant 20 minuts, utilitzant untemps d'integracié
de 1 segon.

Per al’ establimert delescondicionsexperimental s, es segueix un procediment molt similar
al’anterior, pero les quantitats afegides de cada espécie son lleugerament diferents, i per tant
també ho son les concentracions finals. En aquest cas, S afegeix ala cubeta en primer lloc 0,5 ml
d'una dissolucié de MBTH 0,05 M, després 1 ml d’una de |es sulfonamides pures 1,25x10°M,
i firlment 0,5 ml de HCI de diferent concentracio. D’ aguesta manera, la concentraci6 final de
M BTH en cada experiment ésaratambé de 1,00x10% M, laconcentracio final de cada sulfonamida
de 5,00x10*M, i s assoleixen valors de concentracié de HCl compresos entre 0,1 i 0,5 M.
Aleshores es procedeix deformaidenticaal regigre deles mescles afegint pero 0,5 ml de Fe(111)
adiferents concentracions.

Per al’ andlisi dels prepar at sfarmacéuticscomercidses segueix el mateix procediment que
per lesmescles preparadesper congtruir lacalibracio, pero aras’ afegeix unvolumde 1 ml de cada
unade les nostres comercials sotmeses a una adequada diluci6. S analitzen 6 aliquotes de cada

mostra.

V.3.3. PREPARACIO DE LESMESCLES AL LABORATORI

Esregigrenen dies diferentsi amb un ordre totalment aleatori, un total de 127 mescles, escollides

deatoriament d' entre les 256 corresponents a un disseny factorial complert 4*. Elsquatre nivells
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de concentracio es seleccionen de manera que € nivell més baix sigui I’absencia de I’ analit i de
forma que lesconcentracions dels analits en el s diferents preparat s comercials, estrobin e mésa
prop possible dd centre del disseny. Els nivels de concentracié escollits son de (0, 1,00, 2,00,
3,00)x10*M pel aulfatiazol i per la sulfadiazing, de (0, 0,50, 1,00, 1,30)x10“M per la
sulfamerazing, i de 0, 1,10, 2,20, 2,86)x10“M per la sulfametazina.

Aguestes mostres es divideixen en dos conjunts. calibracio (97) i prediccié (30). Les
mesclesde cdibrad 6 On dividides en dos conjunts quan es construeixenelsmodelSANNSi nPL'S;
un de 65 mostres de calibracio i un de 32 mostres de test-set per tal de validar ds modes
construits. També es registren unes altres 11 mescles de idéntica composi cio pero preparades en
dies diferents, afi de cdcaular lareproduibilitat dd metode desenvol upat.

A lataula 5.1 esmostralacompaosicio del conjunt de mescles decalibracié i deprediccio,
on s'indica la concentracié mitjancant els diferents nivells compresos entre 0 i 3, els quals es
corresponen ales concentracions dels extrems del disseny. Les mostresdel conjunt de prediccio

estroben incloses dins del interval definit per les anteriors.
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Taula 5.1. Composid6 de lesmostres utilitzades en la construca 6 dels diferents modelsde calibracioi

predicdé. Els nimeos indiquen €l nivell de concentracio per cada sulfonamida.
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V.3.4. REGISTRE | PROCESSAMENT DE LES DADES

El regidre del sespectreses realitza mitjancant un espectrofotometrede UV-Visible dediodes en
lina Hewlett-Packard model HP-8453 A, que portaincorporat un bany termostatic i un Sstema
d agitacié intern.

Del regidtre espectro-cinétic, s’obté per a cada mostra un vector que conté I'evolucio
espectral de les diferents especies presents el qual eta constituit per un total de 7686 valors
d absorbancia (61 espectres x126 valors de longitud d’ ona). Aquest vector conté els diferents
espectresregistrats ordenats segiiéncidment pa temps creixent dereaccio.

Els diferents models de calibrad 6 es congrueixen utilitzent els algoritmes PCR i PLS1
incorporatsen €l programaUnscrambler versio 7.5, I dgoritme nPLS desenvol upat per Bro [Bro,
1996] e qual funciona des del Matlab, i finalment les xarxes neuronas artificials (ANNS)
incorporadesen d programaNeural-Connedionyv. 2.0. Entotsesmodds, la matriu de dades es
centra préviament d seu processament.

S assagen diferents modds per tal d’ optimitzar el mode egectral (absorbanciai primera
derivada), €l rang de longituds d’ ona de treball, i €l temps de registre cinétic.

Per ala construcci6 dels models PLSL s utilitza el méetode de validacio creuada amb 12
segments de cancelacio seleccionades aleatoriament. El nimero de factors PLS que s escull en
aguests models, s el menor numero de factors que presenta un MSECV, no significativament
diferent del minim MSECV, seguint € criteri de significacié proposat per Haaland and Thomas
que utilizaun F-test amb una probabilitat P = 0,25.

Enlacongruccio dds modesnPLSL, € programadisponible no permet lautilitzacié del
mé&ode de validacio creuada, i S utilitza el metode de test-set. EI nimero de factors PLS que
sescull és aquell a partir del qual en afegir un nou factor a model, la variancia explicada no
millora significativament [V andegirste, 1998].

El tipus de xarxa que s'utilitza en la construccié dels models ANNSs és la Multi-Layer
Perceptron (MPL) amb unasolacapaoculta (i, h, 0), i el procediment d’ aprenentatge delaxarxa
esbasaamb I algoritme de grad ert conjugat, onels parametres d’ aprenentatge son modificats pel
mateix programade calcul emprat. S assagen parametres estructurals de la xarxa comel nimero

de neurones en la cgpa d entrada i la cgpa oculta, aixi com la funcio de transferencia (lineal,
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sigmoide o tangencial) utilitzada per cada neurona, i findment € ranginicid i ladigribucié dds
pesos (gaussiana o uniforme) per les connexions entre neurones de diferents capes. La capa de
sortida esta constituida per una Unica neurona. Comadades d’ entrada s utilitzen els scores d’ un
model PCA i d unmodel PL S1, regpecti vament.

Laseleccio dels valors dels parametres optims per alaconstruccio dels xarxes no ésfacil
ni rapid, ja que h ha nolts parametres a esudiar. El criteri que s adopta és e d’ excollir les
arquitectures ANNs méssmplesles quals presentin el menor error de prediccio de les mostres de
test et, i que dhora no hi hag un sobregjust acusat.

De lamateixamaneraque es faen els capitols anteriors, per tal de facilitar lacomparacio
I interpretacio dels resultats obtinguts en cada un dels diferents de models provats, es calcula
I’error estandard relaiu de predicdé (RSEP%) pels dferents conjunts de mostres. En aquests
conjuntsestainclos el conjunt de mostres de prediccio extern, €l qua no s empraencap etapade
la construccio dels models. La reproduibilitat és calcula com a desviacio estandard relativa
(RSD%) apartir de les prediccions del conjunt d’ onze mostres d'idéntica composicio. En aquest
cas, també com a conseguiencia del gran volum de variables a estudiar, esconsidera oportl que
elsresultats obtinguts pels diferentsmodds ANN, siguin comparatsentreells mitjancant I' error
quadratic mig de predicci6 RM SEP (Root Mean Squared Error of Prediction).

215



Determinacio de mescles quaternariesde sulfonamides

V.4. RESULTATSI DISCUSSIO
V.4.1. REACCIO DE LES SULFONAMIDES AMB MBTH EN PRESENCIA DE FE(II1)

Lareaccio que s’ utilitza és la azo-copulacio oxidativa amb 3- metil-2-benzotiazolona hidrazona
(MBTH) en presenciade Fe(111) en medi acid [Sawidki, 1961; Lopez Carreto, 1997; Aguilar-
Caballos, 1997]. Lareacci6 télloc en dos etapes ben diferenciades, i en €l cas delessulfonamides,
el mecanisme proposat Sil ludra a I'exquema 5.2, el qual es troba fortament afectat per les

condicionsexperimentals.

5 FES+ 5
N,,]=r~~|—r~~|H2 e NJ:N—NH"' —
| -H |

CH, CH,
0 0 \\
DE SC OMPOSICIO
50,/—MNHR
S0,— MHR
D I
+ . _
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CH; MH CH, MH,
2
[ [1*]
S0,—NHR
S f|
r‘|~J [ — P —
CH, NH,
[*]
Esquema 5.2

En unaprimeraetapa, e MBTH (1) s oxidaperdent doselectronsi un protd, formant aixi

I'intermedi eectrofilic (1) que ésI’espécie activa en e procés de copulacio. La segona etapa és
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la substituci6 electrofilicaatravésde |’atac d’ agquesta espécie a les posicionsorto deles diferents
sulfonamides, donant lloc alsdiferents cetions azo-colorejats (1V-V) [El-Kommos, 1988].

A part de lareaccié de azo-copulacio, a llarg del desenvolupament experimental estroba
gue el intermedi electrofilic es descomponlliberant un gas amb abundant formacié de bombolles
(probablement N.,), essent aquestareaccio bastant rapidai reponsabledd consum delamajor part
de reactiu present en la cubeta, cosa que provoca que no Sassoleixin les condicions de

pseudoprimer ordre que podrien esperar-se d posa €l reactiu enexcésal medi.

=
(=
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=
b

U.U T T T T T T T
0 180 360 540 720 900 1080 1260
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Figura 5.1. Perfil cinetic ( = 570 nm), del derivat del SFT. La fletxa
indica |’ addici6 del medi de MBTH.

Per il lustrar agquest efecte, ala figura 5.1 es mostra el perfil delareacdé dd aulfatiazol
aunaconcentracio inicial de 10 copsinferior aladel MBTH (2x10°M), en presencia d’ excés de
Fe(I11) (6x10*M), per una concentracié de HCI 0,1 M i una temperatura de 60°C. Es pot veure
que un cop lareacci6 ha arribat ala sevafi, I’ addid 6 altravegadade MBTH (1x10°M) I’ engega
de nou, fent evident la presencia encara de sulfatiazol al medi malgrat €l seu defecte inicial. Si pel

contrari S afegeix sulfatiazol, |a absorbancia es manté inalterable.
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Per altra banda, |’ acidesa té un doble efecte. Per un cant6 afecta ala velocitat global de
la reaccio, com es ben conegut de qualsevol procés de azo-copuecio, i per un altre, degut a
I” equilibri acid-base dd s productes de reacci6, té un efecte important sobre els espectres dels
productes formats, ja que apareixen noves bandes a longituds d’ ona més altes a mesura que
augmental’ acidesa del medi.

Malgrat tot, lafortadependencia amb I' acidesadd medi constitueix un punt estratégic en
larecercadelescondicionsper fer maximaladiscriminecio entreles contribud ons del es dif erents
sulfonamidesa senyal mesurat. Pero existeixen altres parametres experimentals que influeixen

notablement en el proceés estudiat, com son la temperatura i les concentracions de MBTH i de

Fe(lIl).

V.4.2. ESTUDI DE LES CONDICIONS EXPERIMENTALS

Per tal d assolir la maxima exactitud possible en la quantificacio de les sulfonamides, en una
primera etapa del treball, es porta a terme un estudi a fi de seleccionar els parametres
experimentas més favorables per dur a terme la reaccié entre les anteriors i e MBTH.
Conaetament, I’ objectiu que es buscava era e de trobar les condicions que permetessin assolir
unamaximadiscriminacié cinéticai espectrd.

La temperatura és el primer parametre estudiat, ja que es veu que afecta moltissim ala
velocitat de reaccid. En @ rang assajat de 25°C a 50°C, la velocitat de reaccié per cada
sulfonamidaaugmentamolt amb latemperaura, pero també s acceleraladesaparicio del reactiu
end medi, provocant unadisminucio consderable del’ extend 6 enquetélloc lareaccio d' interes.
A lafigura 5.2 es mostren €ls perfilscinétics a 570 nm del derivat del sulfatiazol 5x10* M per
reaccio amb MBTH 1x10°M (Fe(l11) 2x10° M) regidrats adiferents temperatures de treball, on
es pot apreciar |’ efecte dels dos fenomens.

S escull una temperatura de 25°C per adur aterme I’ ardlid, ja que d’aquesta manera a
pesar quelareaccid no sigui messargpida, esminimitzala desgparicio ded reactiu dd medi, aspecte
gue d’ entradaes pensa que és mesimportant per laresolucio del sistema plantgat. Amb tot i aixo,
un percentatge elevat de la quantitat de MBTH introduida d sstemano esconvertex en especie

activa pel procésde copulecio.
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